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PROCEOE 0£ DETECTION OE MOLECULES CONTENANT DCS 
MCSAPPARZEMENTS NUCLE0TI2IQUE5 ET DE LOCALISATION DE 
CCS MESAPPARIEMENTS^ ET APPLICATION A LA DETECTION DE 
SUBSTITUTIONS OU OE DELETIONS DE BASES DANS DCS 
S SEQUCNCES NUCLC0TIDXQUC8 . 

La presente invontion a pour objet un precede 
de detection de molecules eontenant dee 
m4tappariements nucleetidiques et de local ieatlen de 
ees n^sapparlements, et son application A la dftteetlon 
10 de substitutions ou de dilutions de bases dans des 
sequences nucl^otldiques 

La majorlte des maladies liees a des 
modifications du genome, solt des organlsmes hotes# 
soit des organlsmes infectieux est tree souvent due a 
13 un simple changement d^un ou plusleurs nucleotides. 
Aussi, des efforts considerables ont <t< entrepris 
afin de developper des methodes pour ditecter non 
seulemsnt des mutations d^ji connues mais aussl pour 
mettre en evidence des mutations inconnues. 
20 Cependant , les mithodes disponlbles pour 

rechercher des mutations ponctuelles Ineonnues dans 
des regions d*ADN de tdille importante ont toutes des 
inconvinients qui rendent leurs utilisations 
difficiles. 

25 Par exenple , les gels d*«lectrophorese avec 

gradient de d«naturation necessitent des optimisations 
a l*aide d'ordinateur de la region cible et des 
conditions d'electrophor^se adaptees a cheque fragment 
d'AON (Myers et al. (1967), Methods tnsymol, 155, 501- 

30 527). 

La technique de conformation polymorphlque du 
simple brin (SSCP ), (Orlta et al. (1989) - Genomics, 
5| 874), en depit de sa simpllclte sxpirimentale , a 
montre une sensibilite pour la detection de mutation 
35 dans des fragments d'AL.. d' environ 150 paires de 
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baies . 

Cependant , aucuna de ces methodes n« donnv 
d' informations precises concernant la localisation de 
la mutation dans le fragment d*AON • 
S Les methodes de sequenfage direct , bien que de 

plus en plus rapides , restent couteuses et longues k 
mettre en oeuvre pour la recherche de mutations de 
natures inconnues et ne se sont pas fiables dans le 
eas de mutations ponetuelles h^tArosygotes . 
10 line autre methode mettant en oeuvre une coupure 

chimique au niveau des mesappariements (CCK) telle que 
' d6crite par Cotton et al.( Proc. Natl. Acad. Sci«# USA 
(1988) BS, 4397-4401) est en principe bien adaptee A 
la mlse en ividenee de mutations, indipendamment de la 
15 longueur et de la composition de la sequence de la 
rigion k laquelle on s'lnteresse . Elle a kxik utllis^e 
avec succds dans un grand nombre d* Etudes et a fait 
reeemment l*objet d'une revue (Cotton (1993) Mutation 
Research 28S, 125-144) . 
20 Cette methode a permis la detection de 

mutations dans des fragments amplifies par voie 
eazymatique d'une longueur d'un kilobase. 

Aucune methode actuellement n'est susceptible 
d'itre utilisAe de fagon routiniire pour diffirentes 
25 raisons : manque de fiabiliti ( nombre important de 
faux n^gatifs) et ensuite en raison de la complexity 
des methodes qui font qu'elles ne se pritent pas * une 
execution automatisAe. 

Par example dans la methode CCM class ique , les 
30 hitereduplex, c'esfi-dire les AON double brin , ou 
bicatenaires « resultant d*un appariement entre deux 
molecules d'ADN hiterologues , sont formes entre I'ADN 
amplifi6 par voie ensymatique du patient et un 
fragment d*ADN representant la sequence de type 
35 sauvage marqu« k une extremite a l*aide d*un isotope 
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radioaetif Les molecules d*AOK heteroduplex sent 
rormees avec 1*A0N eorraspondant 4 la siQuenee de type 
sauvAfe marque a rextremite de ehacun des brins^ 
codant et non codant, puis sont traltees chimiquement 
5 dans des reactions parallil«s afin de r<v<ler las 
mesappar laments . 

Cn th^orie , en utilisant deux sondes , toutas 
les mutations devraient fitre ditectees , apres les 
cottpures specif iques des cytosinea et des thymines non 

It) apparites respaetivement indultas par 1' hydroxy lamlne 
et le titroxyde d'osmiua, puisqu'une cytosine ou une 
thymine non apparifte doit itre prisente au site de la 
mutation « soit sur la brin codant soit sur la brin 
non codant de la sonde marquie par un isotope 

15 radioaetif . 

En pratique « la coupure au niveau de certains 
mesappar laments peut se faire incorrectement , en 
raison de la nature des bases non appariees et de 
1 *environnement de cos bases • 

20 Ainsl, les sondes utllisees dans la mithode CCM 

classique ne permettent pas d*avoir simultantaOAt 
quatre types d 'heteroduplex. Par exemple. Cotton et 
al. (199^, precidemment cit6s) ne dicrivent qu'un ou 
deux types d' heteroduplex • 

25 Un autre inconvenient de cette technique est la 

necessity de ripiter la marquaqa radioaetif des 
amorces pour la polymerisation en chaSne (PCK ) at des 
marqueurs de tallies* 

De plus, cette technique rend necessaire la 

30 preparation d'une double serie d' heteroduplex , avec 
marquage terminal du brin sens et du brin non-sens, 
afin de detector separement les bases modifiees sur 
I'un ou 1* autre brin • 

Cnfin, la methode CCM ne permet pas de detecter 

35 tous les heteroduplex et done ne permet pas de 
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detecter eertalnes mutations. 

On entend par sonde une sequence nucleotidlque 
marquee comportant un nombre de nuelietides suffisant 
pour etablir la complementarlte specifique entre cette 
S sequence et la sequence presente dans l*6chantlllon. 

A titre d* example « une sonde utilisee selon 
1* invention peut comporter de S A 2.000 nucl4otidM« 

On entend par h6t4roduplex an brin d'AON 
amplifiA avec un brin eemplimentaire eontenant au 
10 moins un mesappariement ou une d614tion ou bouele de 
non appariement. 

Les demandeurs se sont done attaches a la mise 
en oeuvre d'une technique plus fiable, plus rapide et 
automatisable« permettant une ditermination aana 
IS ambiguite de la substitution de base , comprenant un 
nombre rMuit d*4tapes, et utilisant des marqueurs non 
radioaetifs • 

Les demandeurs ont done montri de manlire 
surprenante que l*on pouvalt d« teeter et positlonner 
20 d'une maniere plus rapide et plus fiable les 
substitutions de bases dans des sequences 
nucl^otidiques en marquant chacun des brins sens et 
non'*sens par un marqueur fluorescent ou enzymatlque. 

L* utilisation de marqueurs floerescents est 
25 aussi un avantaqe en ce qui cenceme les conditions 
qenerales de mise en oeuvre de la methode tant du 
point df vue securite que du point de vue appareillage 
• Elle permet d'autre part d'utiliser des marqueurs 
differents pour cheque brin , sans que ce double 
iO marquaqe implique des difficult^s techniques ou 
matirielles « comme ce serai t le cas si l*on devait 
pree^der k un double marquage radioactif . 

Les demandeurs ont en outre montre que l*on 
pouvait dAtocter de maniftre rapide des diletiona ou 
35 substitutions de bases en criblant les h«teroduplex 
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sur un support les retenant specif iquement. 

Les demandeurs ont aussi montre que , dans Is 
cas de mutations hitsrozygotss , on psut mettre en 
evidence les substitutions de base k partir seuicment 
5 de I'XDN afliplifie de 1 'echantillon i analyser , sans 
qu • intervienne dans la reaction un AOM issu 
d*individus honozygotes pr^sentant I'allMe de type 
sauvage • 

Ce mode de mise en oeuvre particulier de 

10 1* invention evite ainsi d* avoir a preparer un AON de 
type sauvage marqut , ce qui Alinine une etape dans la 
reaction et en limite les couts . Ainsi , la mise en 
oeuvre de ce mode preferentiel neceasite d'utiliser 
settlement de I'APN de 1 * Echantillon 4 analysw . 

15 L' invention a de mahiere gin^rale pour objet la 

detection et/ou la localisation de mutations ou de 
deletions dans des siquences nueleotidiques par 
cremUon d*heteroduplex entre deux types d'AON double 
brin suscertibles de former des misappariements aux 

20 sites desdi.^s mutations et diletions. 

Selon un premier ' mode de mise en oeuvre les 
hereroduplex sent mis en Evidence du fait du marquage 
sur cheque type de brin « sens et non-sens, par des 
molecules fluorescentes differentes • 

25 Selon un second mode de mise en oeuvre les ADN 

ne sont pas marques et les heteroduplex sent eriblEs 
par passage sur ur support les retenant 
spEcifiquement • 

La presente invention a done pour ob]et» selon 

30 le premier mode de mise en oeuvre un procEdE de 
detection de la presence et de la position de 
substitutions ou de deletions de bases dans une 
sequence nucleotidique comprise dans une preparation 
d'AON double brin a tester dans lequel : 

3S - on amplifie de maniire spEeifique la region 
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contenant la sequence nucleotidique d*une part dt 
1*ADN i. tester et.d*autre part d'un ADN dont la 
sequence est connue , et I'on marque les brins sens et 
non sens de ces ADK a I'aide de marqueurs 
5 f luorescentSt ou de marqueurs non-isotopiques, 
diXferents, 

* on hybride les ADN empliflis, et 

- on met en evidence les Mttoeduplex formes. 
Avantageusement, 1*A0N A tester et I'AON eennu 

10 sont amplifies dans la mfime preparation. 

Elle a d' autre part pour objet un precede de 
detection de la presence et de la position de 
substitutions ou de deletions de bases d'une siquenee 
nucKotldique comprise dans une preparation d*AON 

15 double brin Mterozygote ou hitiroqtne A tester dans 
lequel; 

- on amplifle de manlAre sp^elfique la region 
- contenAnt la sequence nueleotidique de 1*A0N A tester 

et on marque les brins sens et non sens de eet ADN A 
20 l*aide de marqueurs f luorescents, ou de marqueurs non* 
isotopiques, dlfferents, 

- on hybride I'ADN ampllfi^i tt 

- on met en evidence les heteroduplex formes. 
Avantageusement, I'ADN heterogine est constitu« 

25 d'un melange d'AON de deux variants d'une bactirie ou 
d'AON extrait de cellules mosaique d'une tumour. 

Selon un mode particulier de mise en reuvre , 
les echantlllons d'AON double brin comprenant la 
sequence nueleotidique a determiner sont amplifies par 

30 la m^thode de polymArisation en chaine & l*aide de 
deux amorces situees aux deux extrtoitis de la 
sequence que l*on veut amplifier , 

Les deux amorces peuvent etre marquees 
respect ivemerit a I'aide de marqueurs fluorescents 

35 differents . 
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La molecule d'AON double brln k determiner 
po68ide avantageusement une tailie comprise entre ISO 
et 10.000 paires de baaea. 

Priferentiellementr les heteroduplex lont nia 
5 en ividence par clivaga des parties des briM non- 
appariees . 

t*6tape d'hybridation est effeetuee, selon un 
mode de mise en oeuvre connu de l*hoame du metier^ par 
denaturation et renaturation de I'ADN amplifier ce qui 

10 permet de former dot aolicules mAsapparlAec tl I'ADN 
contient, a I'itat heterozygote ( maladies genetiques) 
ou de mani&re h^terogftne k l*itat de moaai^que 
eellulaire ( masse tumorale milangee avec des cellules 
saines en diverses proportions) ou une plusieurs 

15 mutations ( deletions ou substitutions). 

Dans le eas oik I'AON dans 1 equal on recherche 
la mutation provient d*une cellule haploSde, lea 
molecules heteroduplex se ferment si 1 'amplification 
d'un milange d* AON. des deux types, sauvage et mutA, a 

20 M effectuAe. 

Pref erentiellement ' , le reactif coupant les 
parties non appariees est un rdactif chimique, tel que 
l*hydroxyl amine, le terroxyde d* osmium ou le 
permanganate de potassium ou une enzyme telle que la 

25 MutY ( Lu et Chang, (1992)^ Genomica, 14, 249-255) ou 
une des enzymes , endonucKases et glycosylaaes, 
decrites par Chang et Lu en 1991 (Nucleic Acid. Roe., 
19, 4761-4766), par Chehabet et Kan en 1989 (Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 66, 9178-9182), par Henneeke et 

30 al. en 1991 (NaturOi 353, 776-778), par Niclcerson et 
al. en 1990 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, 8923- 
8927), par Wieabauer et Jiricny en 1990 (Proc. Natl. 
Acad. sci. USA, 87, 5842-5845) ou par Yah et al. en 
1991 (J. Biol. Chem., 266, 6480-6484). 

35 lis peuvent aussi «tre mis en ividence par une 
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methode biophysique perin«rtant de les diffex'eneier des 
homQduplex, telle que la chrpmatogrAphl* qu 
l'«leetrophor6se; 

Avantageusement* les heteroduplcx sont, 
5 prialablement a leur misa an 4vidanea, eoneentres par 
passage sur un support les retenant specif iquesient. 

Salon le second mode de mise en eeuvre# 
1* invention a pour objet un procMi de diteetien de le 
presence de substitutions ou de d^litions de bases 
10 dans una sequence nucl4otidique eompriee dans une 
preparation d'ADN double brin a tester dans lequel : 

- on afflplifie de m&ni^re spieifique la rigion 
contenant la sequence nueliotidique d*une part de 
1*ADN a tester et d' autre part d*un ADN dont la 

15 sequence est connue, 

• on hybrids les ADN anplifiis , et 

- on met en evidence les heteroduplex formes 
par passage sur un support les retenant 
specif iquement. 

20 Elle a d* autre part pour obJet un precede de 

detection de la presence de substitutions ou de 
delations de bases dans une sequence nucleotidlque 
comprise dans une preparation d'AON double brin 
h^tirozygote ou heterogine A tester dans lequel : 

25 - on amplifie de maniere speeifique la region 

contenant la sequence nucliotidique de 1*A0N 4 tester, 
. * on hybride I'ADN amplifie, et 

- on met en Evidence les hiteroduplex formes 
par passage sur un support les retenant 

30 specifiquement. 

Pr^ferentiellement, ledit support porte une 
protiine liant de maniere speeifique les heteroduplex 
telle que la MutS. Les heteroduplex retenus sent 
reveles par une molecule se fixant specifiquement sur 

35 I'AON, telle que le bromure d'ethidium ou par tout 
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autre moyen a la portee de l^homme du metier ^ tel que 
la fluorescence ou la radioactivity. 

Ledit support peut etre constitue de billes, 
sph&res ou particules ou etre la parol d*ttn puits 
S d'une microplaque pour test biechiaique, recouverts 
d*un anticorps anti-MutS. 

La pr4seAte invention est particuliirement 
adaptee a la detection de substitutions de bases ches 
des patients attaints de maladies MrMitairea # 
10 telles I'angiodine « I'Mmegloblnopathie, la 
mucovicidose, la dyotrophie musculaire et char des 
patients attaints de maladies canc6reuaes telles que 
le cancer du sein, la leucimie, le cancer du colon et 
les maladies liies i l*atteinte de sequences oncogenes 
15 ou antl oncogenes. 

L'intirit du second mode de mise en oeuvre de 
1' invention reside dans le fait qu'il permet de 
cribier rapidement un grand nombre de preparations 
d'AON, una population par example. 
20 S'il permet une detection d*une mutation, 11 ne 

permet pas sa localisation qui peut quant k elle «tre 
effectuee par un proeed^ selon le premier mode de mise 
en oeuvre. 

La pr^sente invention a en outre pour objet une 
25 composition comportant au mains trois sondes 
permettant de former des Mtdroduplex avec des 
s^querces nucleiques dans leaquelles on recherche la 
presence ou 1 'absence de mutations penctuelles. 

£lle a enfin pour objet, des hitiroduplex 
30 associes a un complexe constitue par une molecule de 
type Huts et un anticorps anti-MutS. 

La presente invention peut etre aisement mise 
en oeuvre par I*homme du metier utilisant ses 
connaissancea generales dans le domaine de la 
35 biologie, et en partieulier dans le domaine de la 
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polymsrisatlon en chaine . 

Des renseignements generaux plus partieuliers 
concernant les techniquts nicessalres pour la mise en 
oeuvre des methodes objets de la presente invention 
5 peuvent notamment etre trouvds dans '*PCR Protocols. A 
guide to methods and applications'* ( Xnnis et al.. 
Academic Press inc.i Marcourt Brace Jovanovich 
Publishers, 1990). 

La presente invention est illustrie sans pour 
10 autant 4tre limit^e par les exemples qui sulvent dans 
lesquels : 

- la figure lA represents la structure de 
l*exen 8 du g*ne Cl-inhibiteur et de regions 
environnantes $ 

IS - la figure IB reprisente la sequence de l*exon 

6. Cette sequence a ete decrite par Tosi et 
al.((198S), Gene, 42, 265-272) et Carter et al. 
((1991), J. Blochem., 197, 301*308), 

- la figure 2A schematise les diffteents 
20 h^t^reappariements pouvant avoir lieu dans les regions 

des codons 452 et 459, 

les figures 2B et 2C representent 

respectivement I'intensite de fluorescence de 

differents oligonucleotides obtenus apres 
25 respoctivement traitement par 1' hydroxy lamina et le 

tetroxyde d* osmium de produits d 'hybridation sntre les 

alleles sauvages et mutar s correspondent aux regions 

comprenant les codons 452 et 459 # 

la figure 3A schematise les 
30 heteroappariements pouvant avoir lieu dans la region 

des codons 458 et 467 , 

- la figure 3B represents ie profil do coupure 
par le tetroxyde d* osmium de mesappariements d'ADN 
d'un patient heterosygote pour la mutation Val4S8Met, 

3^ - la figure 3C represente le mime type de 
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prof 11 pour la mutation Pro46 7Ar9 , 

- U fi9ure 3D eat le profll obt«nu par 
traitement des m4sapp4clements de la figure 3C par 
I'hydroxylamine , 

- la figure 4A represente 1« fragment de 586 
pal res de baiie comprenant le cite de restriction de 
1' enzyme HgiAl, 

- 1« figure 4B est la photo d*un gel de 
migration des produits du traitement par 
l*hydroicylamine d * appariementa entre l*aime aauvage 
et 1 'allele d'un patient prtsentant une double 
mutation en cis dans le fragment lllustre stir la 
figure 4A , a dlffirentes dilutions , 

• iA figure 4C represente le profil apris 
15 traitement par 1 *hydroxylam'ine des produits de eoupure 
du brin non-codant dans une situation ou I'ADN n'a pas 
ete dilu« , 

- la figure 4p est. un agrandissement de regions* 
contenant les pier en position 295 et 317 de la figure 

20 4C , A diff«rentes dilutions • 
Wat^riels ftt mgthodii^ , 

rchantlllof^s ^'ahm 

36 patients non lies attaints d'angioedeme dont 
1' analyse par des techniques d'hybridations sur 

25 membrane (blot) n'a pas rev*l* d'altfirations geniques 
ont ete Studies et les essais ont ports sur les 
mutations ponctuelles dans l*exon 6 en uti: .sant la 
methode ciassique de CCM ( Cotton et al. (1988). Proc. 
Natl. Acad. Scl. USA 85, 4397-4401) et la m4thode de 

30 6«quengage de I'ADN . 

Frtr^patlon ^ aondis marouaaa 

marougura f luoresegnta . 

Des amorces oligonucleotidiquea ont 6td 
aynthetisees sur un synthdtlseur Beckman 200A ONA ou 
35 un synthetiseur Applied Biosystem 392 ( AB2) DHk/MA 
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Un microgramme d'ADN g^nomique lsol9 i partir 
de leurnryLes du asaiig peripharlque a 4t6 ampllflA par 
la techniqua d« polym^riaatlon an ehalne ( dlte PCR ) 
dans un milieu riactionnel de 109 , en utilisant 
des amorces ollgonucliotidiques El et E2 , comme 
illustre sur la figure lA. 

La reaction a it6 effectude duranc 30 i 35 
cycles. La sonde marquee per fluorescence a ete 
obtenue par reampllflcation , durant 25 cycles , en 
utilisant 2 |/1 du produit de la premidre reaction 
d- amplification ct en utilisant les memes amorces 
• rendues f luorescentes par couplage d'un ester d'un 
colorant ef du N-hydroxyl succinimide a un coupleur 
aminohexyl li* i I'extremite 5'aelon le protocols A8I. 

La sequence de 1 'oligonucKotide El, qui est 
marqu6e avec le fluorophore JOE est : 5'-GTG AAC TTG 
AAC TAG AGA AAG C-3 . 

La sequence de 1 •oligonacl«oLide E2, qui est 
merqu«e avec le fluorophore FAN , est : 5'- TGA GGA 
TCC CAC GAA CTG CCA G-3'. 

Aes m^saPBariamentg . 

Oes fragments amplifies par polymerisation en 
chaine et doublement marques sont precipit^s h 
I'ethanol . Les quantit«s d'AON sent estimies sur un 
gel d*agarose et 450 ng d'AON sont utilises afin de 
former des hfiteroduplex . Les dcnantillons sont portes 
A ebullition durant 5 minutes dans 150 ul de NaCl 1,3 
M/MgClj 3,5 mM/ Trls-Hd 3 mM pH 7,7 , refroidis sur 
de la glace durant 5 minutes puis incubus durant la 
nuit A 42*C. 

Apres hybridation , les echantlllons sont 
precipites avec de I'ethanol et resuspendus dans 18 
d*eau. 

Le protocole de base pour effectuer la coupure 
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chinique des mesapparlsments a iti ddcrlt par Cotton 
et al. ((1988). Proc. Nati. Acad. Sci. USA 85, 4397- 
4401) . 

6 pi d'hetiroduplex d'AON sent utllii^s pour 
ehague modification chXmiqa* . Pour ehaqu* expiriance 
# 5 ml d'hydroxychlonire d' hydroxy 1 ami no 7M soht 
pripar«« dant c I'aau distlllee et 4 ml sont tltris 
jusqu'i un pH d« J par addition do dlithylamlne . 

6 i/l d'ADN sont trait<8 par 20 yl d'uns 
solution d'hydroxylamlna A 37 'c durant 45 minutas ou X 
heure . La concentration finale d ' hydrexylamlne ttt 
approximativement de 3,8 H. 

Le titroxyde d* osmium ( 4 « en polds de la 
solution dans l«eau ) est dilu6 dans de l*eau 
15 dlstlll4e Jusqu'i obtention d'une solution de base A i 
% et des aliquotes sont stocMs k - BO'C dans des 
tubes silicones . 

6 vl d'ADN sent incubes durant 15 minutes 4 
temperature ambianto dans une solution de tetroxyde 
20 d- osmium 0.4 I / pyridine 2 % / Mepes pH 8 0,5 nM / 
NajEOTA 0,5 mM dans un volume total de 25 nl dans des 
tubes silicones . 

Les reactions sont arret^es en transf4rant les 
*chantlllon8 dans de la qlaee et en ajoutant 200 pi 
d' acetate de sodium 0.3 M pH 8.2/riA2E0TA 0,1 mH/tRNA 
de levure SO uq/ml. l-AON est preeipit« a I 'aide de 
2.5 volumes d'6thanol dans de la glace carbonlque . 
Aprfts centrifugatlon , les culots d'ADN sont lav«s 
deux fols avec de l-*thanol i 70 I. resuspendus dans 
30 200 til d' acetate de sodium 0,3 M pH 5,2 et 
repricipitds une nouvelle fois par de I'ethanol 
Apres deux lavages & I'ithanol . les colots s«eh6s 
sont resuspe.ndus dans 30 pi de pip6ridine 1 K et 
Incubes 6 30'C durant vingt minutes. Aprfts la coupure 
35 par la pipiridlne . 5 pg de tRNA de levure et 50 pi 
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O'acatate de sodium 0,6 M pH6 sont ajoutAs «t I'AON 
est prBClplt* par I'ithanol . Les cuiota sent laves 
deux foia avee de I'ethanol a 70 I , resuspendus dans 
. 10,0 yl d'eau distil lee, lyophilises et resuspendus 
S dans 8 ul 0e fornanide 63 l/NajEDTA 8,3 mN. 4 ul de 
chaque Achantillen , m^langds avee 0,S ul de marqueur 
de poida meleculaire fluorescent ( CS2S00P ROX, ABl ) 
sont charges sur un gel de polyacrylamide d«naturant i 
6 % dans un siquenceur d'AON autematique eofflmereialisi 
10 par AB2 . Les risultats sent rasaembUs et analysis en 
utilisant le logleiel CENESCAlf 672 (ABI) . 

EXEMPLg 1 . 

Detection d e wuf tlens dans le Bftne ei» 

I21&^lfili£ d£ Patlenta atfUitii d'«na4a>rfi>«> 

15 hiriiHt»iT» 

Des fflutatlens dans le g«ne Cl-inhibiteur de 
patients attelnts d'angloed«me h*r«ditaire constituent 
un modele d' etude d* la m«thode objet de la prAsente 
invention . 

" Cl-inhibiteur est long de 17 kb et est 

eomposi de 8 exons 1 en choislssant les aaorees 
oligonucl*otidlques dans des introns et h proximite de 
I'extremlt* 5* et 3* des exons , on peut facilement 
obtenlr par amplification per la mithode de 

!5 polymerisation en chalne des .fragments de longueurs 
comprises entre €00 paires de base (pb) et 1000 pb 
cempreiant aussi bien des exons indlviduels que des 
groupes d* exons et couvcant toutes les r<giens 
frentiires intren-exen . 

0 L'exon 8 a «t« amplifiA « I'aide des amorces El 

et E2 eemme illustr* sur la figure lA qui repr«sente 
de maniire schematique 1 'organisation de la region 
contanant l'exon 8 . Cemme le montre cette figure 
1 'amorce El est situee & I'intirieur de la region 3' 

5 non transerite , 211 paires de base en aval du codon 



wo 9S/«T3oi 



PCT/TR»4.oint| 



IS 



stop . L 'amorce Z2 est sicuee quant & eiie a 
I'interieur de I'intron 7 , 147 paires de bas« en 
araont du premier nucleotide de I'exon 8. Les 84 eedons 
de cet exon sont reproduits sur la sequence de la 
S figure IB. 

Huit mutations penctuell«« differantas , la 
plupart se tradulsant par une deterioration de la 
production de la prot#ine Cl-lnhibiteur, ont 6tt 
treuvtes A I'aide de la technique eonventionnelle CCM. 
10 Oe plus , une permutation de c en A A i'intiriaur du 
codon 458 induit un polymorphisme d4jA connu pour le 
aite de 1' enzyme de restriction Hgi Al (Boek et al. 
1984, Bioehemisery , 25, 4292-4301 ). l«s mutation* 
Sln45201u ( permutation de C en C ) et Pre459Arg 
15 (permutat; >n de T en G ) , qui sont reli«es par la 
Hgne pointill*. lur la figure :b. ont M trouv«es 
sur le meme chromosome . 

. . t'AOH du patient pertant ees mutations a done 
iti isole pour reehercher las conditions de elivage 
partial qui permettant la detection de masappariements 
multiples sur le mfime brin d'ADN . 

Comne le montre la figure 23 , le elivage par 
I'hydroxylamine des risidus C non appariSs sur le brin 
non eedant d »e naissance A deux pies correspondent A 
25 des tailles de 295 et 317 nucleotides rospectivement . 
comma cn pouvalt le prdcire a partir des types de 
molecules heteroduplex fon-Ss qui sont schimatiquement 
repr«sent«s sur la figure 2A . sur la figure 2A, les 
brins sens sent identifiis par un carrA reprAsentant 
30 un marquage fluorescent particuliar tandis que 1C9 
brins non-sens sent identifies par un rend 
correspondent A un autre marquage. 

Les deux pics obtenus prAsentent une intensite 
importante , par rapport A I'intencitA de la 
fluorescence du matArlel non clive. On note qu'en fait 
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seu'lement un quArc des molecules d'ADN sont suppcsees 
contenlr le mesappariexnenc qui cend les resldus C 
facilement accessibles a I'hydroxylamine . 

Tandis que I'lntensire du pic en position 295 
5 reflece dlrectement la nature de la modification et du 
cllvage , 1* intensity de fluorescence en position 317, 
qui eat la plus dlstante par rapport au site de 
marquage fluorescent , est falble par rapport au 
cllvage suppose h ce site • 
10 Ces rdsultats et des risultats slmllalres . 

obtenus avec le tetroxyde d'osmiun Indlquent que les 
conditions utillsies permettent la detection de 
clivages multiples sur le mame brin. En fait des 
conditions ligArement plus donees de traitement par 
15 I'hydroxylamine ent ete utilisees ulterleurement en 
ralson du falble cllvage sur la position la plus 
lointaine de coupure ( pic 317 ) et one permia 
d*obtenir des clivages de I'ordre de 100 %. 

La figure 2 illustre aussi que I'on obtlent des 
20 informations redondantes en marquant les produits 
correspondant aux deux types d*aliaie . 

Sur la figure 2A , las brina derives d*allele 
de type sauvage sont reprasentis en gras, et les 
distances des bases intiressantes sont indiquees a 
25 parti r du marquage fluorescent terminal . 

La figure 2B est relative a la coupure par 
I'hydroxylamine des residus C non appari^-i . L'axe 
horizontal represente la taille des fragments simples 
brins d'ADN d«riv«s des brins cedents et non cedents . 
30 L*echelle de taille des nuciaotides est obtenue a 
I'aide du marqueur de taille , qui est marque avec un 
troisiftme colorant fluorescent . L'«chelle verticale 
indique les intensltis de fluorescence en unlta 
arbitral re . 

35 La figure 2 C reprdsente la d£tection de 
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residus T non apparies en utnisant le tetroxydt 
d' osmium . 

La £l«che pr<Ssonte sur la figure indiqu* un 
r^sidu T apparii , adjacent au mesappariement , qui a 
subi nianffloins une eeupure Importante . 

Dana cet exemple les deux mucaciens, sltuees 
respecuvenent dans les eedons 4S2 et 439 se sonc 
rivilees per un total de six eoupures distineces . 
Parnl celles-ci deux ont eu lieu sur des bases 
apparldes adjaeentes aux nisapparienents. sur le brln 
codant, les risidus C ont denn« naissanee i un pic 
double faible mais signlflcatif en presence 
d'hydrexylemlne eutour de le position iS2 . sur le 
brin non- cedent le rAsidu T a denn« naissanee aprfts 
IS traitement par le titrox'yde d'esmiuoi eu pie en 
position 316. on notera que les eoupures sur des bases 
appari«es adjaeentes, quoique habituellenent plus 
faibles que celles obtenues sur dee risidus non 
epperies , peuvent evolr lieu sur le moitii des 
duplax, et non sur seulement un quart , eomme le 
montre de maniire typlque le cas de ndsapparieaents 
eentenant des T ou des C . 

is gain en sensibillte de la detection 
resultant de 1 'utilisetion de merquages dif f«rents des 
25 deux brins d'ADN. coinbin«e avee I'enalyse per 
ordinateur peraet d'obtenir les r^sultats mentienn«s 
dans 1- insert de la figure 28,. qui represente un 
agrandissement du pie double autour de U nutation en 
position 362 0u brin cedent , en eurimpreesion sur les 
traces du r*sultet obtenu sur un mtae brin pour treis 
indlvidus n'ayant pas cette nutation . On note que dst 
clivages ont lieu sur les cytesines en position 357 et 
369. 

EXeMPLE i : 

tfft type dp bas.> non »nB.r^^y w 
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Ig t^trexyat d'esmium e t l'hvdrfl.yl^.n«, 

Les neuf mutations representees sur 1« £i9ure 1 
ont permis d'etudier I'effet quantitatif du type de 
base non appariee et de la composition en bases 
voieines , sur les coupures par les deux r^actifs . 

le tableau lllustre les eemparaisens effectuees 
4 partir de deux experiences independantee . Tandis 
que l«8 afCicacltes de eoupure obtenues avec 
I'Jiydroxylamine sent substantiellement sup«rieures A 
cellos obtenues avec le tatroxyde d- osmium. 
I'environnement nuel«etldique des mesappariements 
semble avoir un effet similaire sur les deux types de 
clivaqe , puisgu'on retreuve la meme hl*rarchisation 
15 des ef£icaclt4s de eoupure pour les deux riactifs . 

Settlement quelques mutations ne r«pendent pas A 
eette rAgle . Par exempie , i«9 mutations Pro 476 Ser 
et Leu 459 Pro sont plus sensibles aux modifications 
par I'hydroxylamme , ce qui est du a la prisenee dans 
les deux cas de trois rdsidus cytosine consieutlfs sur 
le Site de clivage . Oe maniere similaire , le taux de 
eoupure relativenent important par is tetroxyd. 
d- osmium des hitiroduplex sur le site Val45lMet est 
probablement dii i i« presence de deux residue T 
25 consecutifs adjacents au T mesapparii . Cependant des 
mesappariements c.C s« distinguent par lour 
sensibilite importante aux modifications . blen que 
places au sein d'un environnement nucleotidique 
different . Ceci peut «tre da non seuleaent h la 
eoupure forte par 1 'hydroxylamine mais aussi A l« 
eoupure forte observfie en presence de tetroxyde 
d-osmium sur les rfisidus T imm6diatement adjacents. 

Oans le cas de le mutation cin452 du, 
I'asymAtrie apparente de I'effieacite de eoupure 
35 dependante du brin pris en eompte . peut «tre aussi 
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due a la presence su;- le brin noii codant d'un residu C 
adjacent a un residu non apparie . 

Le tableau permet aussi d'estimer le nombre de 
produits de clivage qui peuvent fitre attendus en 
5 giniral pour cheque mutation ainsl que 1* indication 
des limites de direction dee prodults dans le caa de 
coupuree falbles . 

Cheque mutation donne nalssance h au molne deux 
pics fluorescente detectables risultant du clivage de 
10 bases misapparlees , mais dans plusleurs cas , des 
informations additionnelles ont it6 obtenues a partir 
du clivage de bases appariies adjacentes , Indlquees 
dans le tableau par des f Inches . 

La grande majority des produits de coupure sont 
15 facllement detectes , 4 cause de 1* Intensity de leur 
signal fluorescent qui est tres nettement superieur au 
bruit de fond. La surimpreasion de traces telle 
qu'effectuetir dans 1! insert de la figure 2B est 
n^cessaire seulement dans 1« cas de signaux 
20 reprisentant moins de 10 I des double brins clivables, 
tels que ceux obtenus avec le tdtroxyde d' osmium sur 
des mfisappariements resultant des mutations Arg472 
STOP et Val4S6Met (tableau ). 

Le prof 11 de coupure par le tetroxyde d* osmium 
15 d'un patient hiterosygote p-ur la mutation Val45BMer , 
qui donne nalssance A un p .ymorphisme sans effet , et 
pour '1 mutation pathogene Pro467Arg est illustre sur 
les figures 3B et 3C . 

Le polym^rphisme de la mutation Val4S8Met est 
10 facilement deteete , par traltement par 
I'hydroxylamine , et identifie par un pic a la 
position 299 du brln non codant , comme indiqui sur la 
figure 3A qui est un schiima reprisentant la partie du 
g6ne contonant ces deux mutations . 
^ . Sur la figure 3A les brins d^ADN reprdsentAs 
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Pdr des iignes ipaisses sont ceux derives de 1 'allele 
presentant a son site polymorphlque un risldu Q, ce 
qui est le plus frequent. 

Ce pic n'est neanffloins pas discernable dans le 
S cas du traitement au titroxyde d'oamium par nesure 
directe de la fluorescence du brln non codant , qui 
porta un T mesapparii au site correspondant a cette 
mutation (figure 3B) . Cependant , le brin codant 
presente uhe coupure beaucoup plus forte , i la 
10 position 387, due k la prteence d'un rdsidu T 
immediatement adjacent au m^sappariement dSstabilisant 
C.C et S.G. i la moiti^ des molecules appariies . 

De plus , la comparaison des traces a«randis de 
la mAme rAgion dans le cas du traitement d'AON 
15 d'autres individus par le tetreiryde d'osmium , conffle 
represente dans 1' insert de la figure 3B, montre que T 
est en fait present h la position 299 du brin non 
codant . La reactivite avec le tetroxyde, d'osmium de 
ce mAsappariement T-C est inhabituellement faible • 
Ceci est dfi au fait que rintensite du pic resultant 
est settlement leggrement supArieure h celle des bases 
T.A appariees environnsntes , comme le montre 1* insert 
representant le brin non codant a partir de la 
position 283 jusqu'A la position 316. 

°" notera neanmoins qu^ ce mAsappariement G.T 
est present seulement dans un des quatre duplex . La 
profil temoin montre da ;s I'lnsert , dans lequel le 
pic en position 299 n'cst pas present , est celui 
d- individus Aomosygotes C.C A ce site polymorphique • 
30 En fait , les variations entre individus , c*e8t-a- 
dire entre homosygotes A.? et C,C a ce site 
polymorphique peuvent Atre facilement ddteetAes comme 
la montrent les figures 3C et 3D , correspondant 
respectlvement a des traitements par le tetroxyde 
35 d* osmium et I'hydroxyiamine. 
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Le profil en tetroxyde d'osmlum (figure 3 cj 
de l*homo2ygot» en position 299 est de maniere 
surprenante similaire i celui de 1 'Mt^rozygote dans 
1; Insert de la figure 2B , a 1 'exception du pic en 
5 position 299 qui est faibleffltnt inf«rieur i ce qui est 
mis en evidence avec les misappariements c.T. Da plus, 
l«s homezygotes C.C , utilises comme tenoins non 
eeupis dans les figures 38 et 3C . donnent naissance a 
un pic distinct dans le profil obtenu aprAs rAactien 
10 avec I'hydroxylamlne , eentrairofflcnt au profil obtenu 
avec des homozygotes A.T ( figure 30). Bien que eet 
exemple represents le eas particulier d'un site 
polymorphique , qui c ^t naissance a des genotypes 
appropries pour faira , diffArence entre un clivage 
de bases appariies et non appariies , 1 'apparition 
d'un nouveau pic T ou c absent dans le profil d'autres 
indlvldus , est un Indies suffi8*nt m«ae si 
!• amplitude de ee pic est du meme erdre que celui 
resultant du cllvage de paires de bases environnantes . 

20 EXEMPLE 3 , 

Determination du • «^«m d^t^eM«» i. 

Un patient avec une double mutation en cis 
dont le profil de coupure est indiqu« sur les figures 
25 2B et 2C , donne naissance k ua nombre important de 
fragments d'intensitds variables , ee qui pemot de 
tester facilement le seuil de detection de :a m«thode. 
en diluent ee materiel avec differentes quantlt«s du 
mat4riel g4n*tique sauvage . De plus, la region 
amplifiee par vole enzymatique du chromosome affeet« 
de ce patient peut «tre ditaillie de maniere 
quantitative dsns des dilutions en sirie , car 
Leu459Ar9 d*truit le ,ite d. reconnaissance de 
I'ensyme Hgi AI, souligne dans la figure 1. 

L-ADN genomique de ee patient a ete dilue avec 
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des quantit9s crQissantes d'AON normal et amplLiii par 
la voie entynatique . L' importance du chromosome 
portant los mutations a 6t6 v^rifiee , apris la 
premiere amplification par polymerisation de chalne 
5 (PCR) en etudiant dans des dilutions en siries la 
disparition du fragment de S8B paires de baaes 
represent^ sur la figure 4A , qui est resistant h la 
digestion par 1' enzyme Kgi AI. Des aliquotes de cheque 
dilution en series ont ^t6 ensuite soumis eux 
10 modifications chimiques par le titroxyde d* osmium et 
l*hydroxyl amine • 

La figure 4B montre que jusqu'i une dilution 
d*un lacteur cinq de 1*A0II , c'est*4*dire un 
chromosome portant la mutation pour dix chromosomes « 
IS les misappariements sont facllement d£tect6s • 

Afin de simplifier les figures , on a fait 
flgurer simplement le resultat de la coupure par 
1 'hydroxy lamine du brin non codant , pour de 1*ADN non 
dilui et dilue , puisque des diminutions similaires 
20 d* intensity sont mesurtes , apres dilution , dans les 
autres profils de elivage de la figure 2. 

La figure 4B est un gel sur iequei sont 
representees les diffirentes dilutions de I'AON ainsi 
que de I'ADN timoin de type sauvage ( puits C) . 
2* i^ figure 4 c repr6sente le profil du brin non 

codant , apr^s Lraitement de I'ADR par 
I'hydroxylamine, pour le patient het^rosygote et dans 
une situation od I'ADN n'a pas dilufi. 

La figure 40 esz un agrandissement de la region 
30 contenant les pics eux positions 295 et 317. Sur cette 
figure, on a indique les intensitis des pics a une 
dilution de moitie ( 1/2 ) du dixitae (1/10) ainsi que 
I'intensite du spectre obtenu avec 1*A0N temoin d'un 
individu de type sauvage . 
. MOme le pic double obtenu avec 1 * hydroxylamine 
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pour le brin codant autour de la pojition 362 ( cf. 
inatert de la figure 2A ) est detectable , a une 
dilution d*]/iO du chromosome • 
CQN^LySION : 

S Les risultAts de ces exraples de mise en O0uvre 

de 1' invention montrent de maniere elaire que la 
mdthode ob]et de la presence invention permet de 
determiner, de maniere fiable et sensible , la 
presence et la position de substitutions de bases dans 
10 des sequences nucldotidiqueii . 

Cette detection est rendue possible du fait du 
double marquage ditferentlel des deux brins , h l*aide 
de marqueurs fluorescer. « 

La methode obje. de la prAsente invention est 
15 en outre mise en oeuvre de'maniire plus rapide que la 
methode conventiennelle CCM , et prisente de plus 
l*avantage d*utiliser des produits de aarquaga 
fluorescents stables . 

La mithode objet de la pr6sente invention 
20 differe en outre des mtthodes d6erites dans I'itat de 
la technique en ee que : 

• ©lie permet d'obtenlr de maniire optimala un 
grand nombre de mesapparieraents et done 
d' informations, du fait du marquage de 1* allele 
25 mutant, 

" ies brins codant et non-codant sont marques 
de manieres diff^rentes , ce qui rdduit ainsi au 
minimum le nombre de reactions chimiques et permet une 
localisation precise des mutations , 

- i« btMit de fond spdcifique d'un brin donn« 
lors des coupures a une position donnee est tr*s 
reproductible et rend detectable des mesapparlements 
qui oramairement sont peu coupes , tels que des 
polymorphismes homozygotcs , comme le montre la figure 
35 3 • Ainsi , en utilisant le bruit de fond des coupures 
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conune sequence de reference , on peut sequencer la 
mutation de maniere precise , au nucleotide pris . 

La sensibility particulierement importante de 
la methode objat de la presente invention devrait 
S permettre de ditecminer la presence et la position de 
substitutions de base chet des individus homorygotes 
et hAtArosygotas dans le eas de caractire 
hiriditairement transmls , mais aussL de detector des 
mutations somatiques dans leaquelles le chromosome our 
10 lequel a lieu la mutation est dilui dans un grand 
nombre de chromosomes portent une allele sauvage, ce 
que ne permettent en aucune maniere les mettiodes 
dierites dans l'4tat de la technique . 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection de la presence et de le 
S . position de substitutions ou de dilitions de bases 
dans une sequence nuclAotidique comprise dans une 
preparation d*ADN double brin a tester dans lequel : 

- on ampllfie de maniftre sp^cifique la region 
contenant la sequence nucl^otidique d*une part de 

10 1*A0N i tester et d'autre part d'tsn ADN dont la 
sequence est connue , et I'on marque les brlns sens et 
non sens de ces AON k I'aide de narqueurs 
f luorescents, ou de ^ marqueurs non-lsotoplques^ 
dlfffirents. 

IS - on hybride les ADK aiaplifies , et 

- on met en Evidence les h^tiroduplex formis 
par clivage des parties des brins non-appari<ee. 

2. Procede de detection de la presence et de la 
position de substitutions ou de dilutions de bases 

20 d'une sequence nucleotidique comprise dans une' 
preparation d'ADN double brin h^terozygote ou 
h«t4rog«ne k teeter dans' lequel i 

- on ampllfie de maniexe specifique la region 
contenant la sequence nucleotidique de I'ADN k tester 

25 et on marque les brins sens et non sens de cet ADN k 
l*alde de marqueurs f luorescents, ou de marqueurs non- 
isotopiques* diffircntSf 

- on hybride I'ADN amplifii, et 

* on met en evidence les h^teroduplex formes 
30 par clivage des parties des brins non^appari^es. 

3. Procid6 selon la revendlcation 2 caracterise 
en ce que 1*ADK hiterogdne est constitue d'un melange 
d'ADN de deux variants d'une bactirie ou d*AON extra! t 
de cellules mosalque d'une tumeur . 

35 4. Procede selon la revendlcation 1 caracterise 

en ce que I'ADN k tester et I'ADN connu sont amplifies 
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dans la mgrne preparation . 

5. Precede aelon Tune des revindications I A 

4, caracterlsA en ce que le react if coupant les 

parties non apparieas est un reactif chimique , tel 
que I'hydroxylamine ou le tetroxyde d'osmiiia. 

6'. Precede selon I'une des revendications 1 k 

4, caract^rls^ en ce que le r6actit coupant les 
parties non appariees est une enzyme, telle que la 

Huty. 

7. Procedd selon I'une des revendications 1 i 

6, caracterise en ce que les h6teroduplex sont# 
pr6alableinent i leur mise en evidence, concentres par 
passage sur un support les retenant spdcif iquement. 

8. Precede salon l*une des revendications I A 

7, caract«ri8« en ce que les AON comprenant la 
sequence nuclAotidique a determiner sont ampllfite par 
la methode de polymerisation en chalne a I'aide de 
deux amorces situees aux deux extrAmXt4s de ' la 
Sequence que l*en veut amplifier. 

9. ProcMi selon la revendication 8, 
caractArlsi en ce que les deux amorces sont marquAes 
respectivement k i'aide de marqueurs fluorescents 
differents. 

10. ProcAdA selon l*une des revendications 1 k 
9, caracterise en ce que la taille de la molecule 
d'ADM double brin correspondent A la sequence 
nucieotidique est comprise entre ISO et 10.000 paires 
de bases. 

11. ProcAde de dAtection de la prAsence de 
substitutions eu de deletions de bases dans une 
sequence nuclAotidlque comprise dans une preparation 
d'AON double brin A tester dans lequel : 

• on emplifie de maniere spAcifique la rAqion 
contenant la sAquenee nucieotidique d'une part de 
I'AON A tester et d' autre part d'un ADN dont la 
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sequence est connue, 

* on hybrlde les AON omplifies , et 
- on met en evidence les Mt6roduplex formes 
par passage sur un support les retenant 
5 spiel fiquement. 

12. Procsde de detection de la presence de 
substitutions ou de dilutions de bases dans une 
sequence nucleotldlque comprise dans une preparation 
d'ADN double brin h6terosygote ou h«tteog«ne A tester 
10 dans lequel : 

" on amplifie de manlere spicifique la region 
contenant la sequence nucl4otidique de I'AON i tester, 

- on hybride I'AON ampiifii, et 

• on met en Evidence les h«t«rodupiei( tomes 
15 par passage sur un support les retenant 
specif iquement. 

13. Procede telon I'une des revendicatione 7, 
11 et 12 caraetirise en ce que ledit support porte une 
prot6ine lient de mani«re spicifique les h6t6roduplex. 

Proc*d* selon la revendicatien 13 . 
caracterlse en ce que iadite protiine est la Muts, 

15. Procede selon I'une des revendications ii 
et 12, caract6ris« en ce que les heteroduplex retenus 
sont riveles par une moUeule se fixant specif iquement 

25 sur I'ADN, telle que le bromure d*4thidium. 

16. composition comportant au moins trois 
sender permettant de former des heteroduplex avec des 
sequences nuclelques dans lesquelles on recherche la 
presence w 1 'absence de mutations ponctuelles. 

" Heteroduplex associ« A un compiexe 

constitu* par une moHcule de type Huts et un 
ant i corps anti-MutS 
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